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HWE: 食品 安全 一 直 是 全 世界 公众 健康 的 关注 焦点 。 环 介 时 等 温 扩 增 《Loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP) 技术 是 一 种 特异 性 强 、 灵 敏 度 高 、 快 速 简 便 的 等 温 核酸 扩 增 技术 ， 近 年 来 
在 核酸 检测 领域 有 着 广泛 的 研究 和 应 用 。 将 LAMP 技术 应 用 到 食品 安全 检测 领域 ， 可 以 快速 准确 
的 监控 一 些 食品 安全 问题 对 人 类 健康 所 构成 的 危害 。 因 此 针对 LAMP 技术 在 食品 安全 检测 方面 的 
优势 进行 分 析 ， 并 结合 LAMP 技术 与 新 兴 诊 断 技术 平台 的 联合 运用 进行 了 展望 。 
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近年 来 ， 由 食品 安全 问题 引发 的 事故 屡见不鲜 ， 对 人 类 健康 和 社会 安全 都 造成 了 
很 大 的 威胁 。 现 在 的 食品 安全 问题 主要 分 为 两 方面 ， 一 方面 是 食 源 性 致 病菌 引发 的 食 
品 安 全 问题 ， 例 如 人 冀 共 患 的 沙门 氏 菌 和 单 增 李 斯 特 菌 等 。 另 一 方面 为 食品 质量 的 安 
全 问题 ， 例 如 食品 挫 伪 问题 ， 贩 卖 未 标注 转基因 食品 问题 。 

环 介 导 等 温 扩 增 技术 首次 报道 于 2000 年 ， 由 日 本 学 者 Notomi 等 创建 加。 它 利 用 
识别 多 区 域 特异 性 引物 组 和 具有 和 链 置 换 活性 的 Bst-DNA RAM, 在 65C 左 右 等 温 条 件 
下 1h 内 能 扩 增 出 高 达 10? 找 贝 的 于 序列 急 。 与 常规 PCR 技术 相 比 ,LAMP 设备 能 简化 
操作 流程 、 节 省 检测 时 间 ， 又 能 满足 快速 检测 的 需要 ， 更 具有 推广 性 。 特 别 适用 于 基 
层 单位 及 实地 现场 检测 ， 有 利于 从 源头 控制 食品 安全 事故 的 发 生 ， 非 党 适合 食品 检测 
机 构 、 出 入 境 检验 部 门 、 边 远 基层 地 区 进行 检测 Bl。 

1. LAMP 技术 
1.1 LAMP 反应 原理 


环 介 导 等 温 扩 增 反应 可 分 为 两 个 阶段 。 第 一 阶段 为 哑铃 状 初 始 结构 的 形成 。 首 先 
由 引物 FIP 与 F2c 区 互补 配对 ,通过 Bst-DNA 聚合 酶 延伸 合成 DNA 链 。 然 后 F3 引物 
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与 F2c 区 前 端的 F3c 区 互补 配对 ,通过 合成 新 的 DNA 单 链 置换 掉 FIP 引物 合成 的 DNA 
单 链 。 被 置换 的 单 链 存 在 互补 的 Flc 和 Fl 区 ， 会 自我 碱 基 配对 形成 环 状 结构 。 同 理 ， 
BIP 引物 同 该 单 链 杂 交合 成 互补 链 ， 在 此 过 程 中 环 状 结构 被 打开 。 接 着 外 引物 〈F3 与 
B3) 从 BIP 引物 外 侧 插入 杂交 合成 新 的 互补 链 。 被 置换 的 单 链 DNA. 两 端 存在 互补 序 
列 ， 发 生 自 我 碱 基 配 对 形成 环 状 结构 ， 于 是 整 条 链 呈 现 哑铃 状 结构 。 

第 二 阶段 为 循环 扩 增 阶段 。 此 阶段 以 哑铃 结构 的 3’ 末 端的 Fl 区 段 为 起 点 ， 以 自身 
为 模板 进行 DNA 合成 延伸 。 同 时 ，FIP 引物 F2 与 环 上 单 链 F2c 杂交 ， 开 始 新 的 链 置换 
反应 ， 并 且 解 离 由 Fl 区 段 合成 的 双 链 核酸 。 同 样 ， 在 解 离 出 的 单 链 核酸 上 也 会 形成 环 
状 结构 。 在 环 状 结构 上 存在 单 链 形式 B2c, BIP 引物 上 的 B2 与 其 杂交 ， 开 始 新 一 轮 扩 
增 ， 经 过 相同 的 过 程 又 形成 环 状 结构 。 由 此 ， 在 同一 条 链 上 互补 序列 周而复始 形成 大 小 
e 不 一 的 扩 增 产物 [351。 
1.2 LAMP 引物 设计 

LAMP 技术 的 关键 点 是 设计 扩 增 效率 高 且 特 异 的 工作 引物 ， 日 本 达 研 公司 开发 了 一 
e 个 在 线程 序 PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html), LUE FIF 
FG Ps LAMP 引物 ,一 套用 于 LAMP 反应 的 基础 引物 组 ,包括 两 个 内 引物 FIP 和 BIP, 
两 个 外 引物 F3 和 B3， 对 应 于 靶 基 因 的 6 个 特异 区 域 〈$' 末 端的 F3c，F2c、Flc 区 和 3? 
末端 的 B1，B2，B3 X) 回 。 此 外 ， 还 可 加 入 一 对 环 状 引物 〈 正 向 环 状 引物 FLP 和 反 向 
环 状 引物 BLP〉 以 促进 链 置换 反应 的 进行 ， 可 以 进一步 缩短 扩 增 反应 的 时 间 (图 1)。 
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1 引物 设计 示意 图 
Fig.1 Schematic diagram of LAMP primers design 
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1.53 LAMP 结果 分 析 

目前 分 析 LAMP 的 结果 主要 有 肉眼 观察 、 紫 外 荧光 和 凝 胶 电泳 三 种 方法 。 三 种 方法 
因为 检测 手段 和 媒介 的 原因 ， 各 有 以 下 特点 : (D 肉 眼 观察 法 : 即 利 用 反应 中 核酸 大 量 合 
成 ， 析 出 的 焦 磷 酸根 离子 与 镁 离子 结合 ， 产 生 焦 磷 酸 镁 白色 沉淀 ， 可 用 肉眼 观察 或 浊 度 
仪 检测 沉淀 ， 依 据 沉淀 判断 反应 与 否 。 其 中 ， 直 接 观 察 沉淀 最 简单 直观 ， 成 本 也 低 ， 但 
是 因为 肉眼 的 敏感 性 存在 个 体 差 异 ， 加 上 沉淀 本 身 就 比较 微量 ， 因 此 准确 性 和 灵敏 性 有 
限制 ，(2) 紫 外 荧光 法 : 即 在 反应 体系 中 加 入 荧光 核酸 染料 (例如 SYBR Green 1)， 与 合 
成 的 核酸 结合 产生 谈 光 ， 在 紫外 光照 射 下 判定 结果 四。 若 反 应 混合 物 变 为 明亮 的 区 光 绿 
色 ; 反之 则 保持 SYBR Green 工 橙色 不 变 ;， 该 方法 较 沉 淀 观 察 法 灵敏 ， 但 是 步骤 相对 复 
杂 ;(3) 凝 胶 电泳 检测 根据 LAMP 扩 增 后 的 产物 为 若干 倍 茎 环 或 花椰菜 状 DNA 的 混合 物 ， 
成 像 结果 会 出 现 阶梯 状 条 带 ， 来 判断 反应 与 否 ， 反 应 产物 还 可 以 用 限制 性 酶 来 鉴定 产物 
的 结构 和 大 小 。 该 方法 是 检测 LAMP 扩 增 的 金 标准 , 但 是 需要 借助 凝 胶 成 像 系统 和 电泳 
设备 ， 且 延长 了 检测 结果 判定 的 时 间 。 
1.4 LAMP 特点 

LAMP 作为 一 种 新 的 核酸 检测 技术 ， 有 其 突出 的 特点 四。 第 一 ， 与 传统 的 检测 方法 
相 比 ，LAMP 工作 引物 分 别针 对 革 基 因 的 6 个 特异 区 域 设 计 ， 决 定 了 其 超 高 的 特异 性 。 
第 二 ， 与 传统 PCR 检测 相 比 ，LAMP 灵敏 性 和 效率 更 高 ， 其 检测 下 限 可 低 至 10 个 拷贝 
以 下 , 灵敏 度 比 常规 PCR 高 10 到 100 4701, 因此 LAMP 可 用 于 感染 早期 进行 疾病 检测 ， 
大 大 规避 假 阴性 的 出 现 。 由 于 不 需要 选择 复杂 的 变温 条 件 ， 且 不 需要 模板 的 退火 、 复 性 
过 程 ， 它 比 传统 PCR 检测 所 需 的 时 间 更 短 、 也 不 需要 昂贵 的 PCR 仪 等 循环 温 控 设 备 。 
第 三 ， 该 技术 最 大 的 优势 在 于 检测 结果 的 可 视 化 ， 也 不 需要 昂贵 、 不 易 携 带 的 凝 胶 电泳 
成 像 系统 ,符合 基层 和 现场 病原 检测 工作 的 需要 。 此 外 ， 由 于 Bst 聚合 酶 相对 于 PCR 使 
用 的 Tag 酶 更 高 的 扩 增 抑制 物 耐 性 ， 在 检测 时 甚至 简单 预 处 理 后 直接 进行 核酸 扩 增 ， 无 
需 核 酸 抽 提 ， 简 化 了 检测 流程 并 进一步 降低 了 成 本 [0。 且 改进 的 Bst 2.0 WarmStart DNA 
聚合 酶 可 以 在 低 于 最 适 反应 温度 下 抑制 酶 活性 ， 因 此 可 以 在 室温 下 进行 体系 配置 ， 并 可 
以 消除 非特 异性 反应 产物 , 提高 反应 效率 。 而 Bst 3.0 DNA/RNA 聚合 酶 具有 更 佳 的 等 温 
扩 增 活性 并 具备 了 逆转 录 活 性 ， 在 以 RNA 为 模板 的 LAMP 实验 中 ， 可 实现 单 酶 系统 反 
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应 。 该 酶 在 60~70C 之 间 具 有 反 转 录 活 性 ， 可 实现 具有 二 级 复杂 结构 的 RNA 模板 的 反 
转录 。 
2. LAMP 食品 检测 方面 的 应 用 

经 过 研究 和 改进 LAMP 技术 已 较为 成 熟 , 并 运用 到 了 食品 检测 领域 。 根据 食品 安全 
问题 的 主要 表现 ，LAMP 技术 主要 运用 于 食 源 性 致 病菌 检测 和 食品 质量 检测 。 
2.1 LAMP 检测 食 源 性 致 病菌 

食 源 性 致 病菌 会 引起 食物 的 变质 和 影响 成 分 破坏 ,同时 绝 大 多 数 病 原 菌 繁殖 过 程 中 
产生 有 毒 有 害 物 质 , 会 直接 或 间接 威胁 到 人 类 健康 ,例如 沙门 氏 菌 、 幽 门 螺 杆菌 等 QL2]。 
由 食 源 性 致 病菌 污染 食品 引起 的 食 源 性 疾病 是 现在 食品 安全 主要 问题 之 一 。 传 统 食品 臻 
病菌 检测 技术 耗 时 较 长 ， 灵 人 敏 度 、 特 异性 都 有 待 进一步 提高 。 而 LAMP 技术 可 以 快速 有 
效 检 测 食 源 性 致 病菌 ， 有 具有 较 好 的 应 用 前 景 。 
2.2.1LAMP 检测 沙门 氏 菌 

沙门 氏 菌 可 分 离 于 猪肉 、 牛肉 、 鸡肉 及 其 加 工 产品 中 , 是 常见 的 食 源 性 致 病菌 之 一 。 
目前 检测 沙门 氏 菌 的 LAMP 方法 已 较为 成 熟 。 HAZEL 等 53] 成 功 研制 出 LAMP 商品 试剂 
盒 来 检测 沙 氏 门 菌 ， 其 可 以 快速 检测 鸭 肉 、 豆 芽 、 鱼 丸 中 人 工 接种 的 低 载 量 沙 门 氏 菌 ， 
对 自然 污染 样品 的 检测 灵敏 度 和 特异 性 分 别 达到 91% 和 95%。 用 于 检测 104 种 血清 型 沙 
门 氏 菌 和 50 种 其 它 种 属 杆 菌 时 ， 试 剂 盒 具 有 99% 的 种 内 准确 性 和 100% 的 种 间 特 异性 。 
但 由 于 食品 加 工 灭 菌 后 死亡 的 细菌 仍 保留 在 食品 中 ， 而 死 细菌 的 DNA 很 难 降解 ， 因 此 
造成 针对 沙门 氏 菌 DNA B LAMP 检测 方法 无 法 区 分 死活 细菌 , 从 而 造成 检测 的 假 阳性 。 
因此 ， 利 用 RNA 易 降 解 的 特性 ， 可 采用 逆转 录 环 介 导 等 温 扩 增 技术 〈RTLAMP ) 进行 
样品 中 沙门 氏 菌 的 RNA 反 转录 获得 的 DNA 进行 检测 ,可 显著 降低 死 细菌 导致 的 假 阳 性 。 
Techathuvanan 等 09 已 成 功利 用 RT-LAMP 检测 出 猪肉 和 全 和 蛋 液 中 的 沙门 氏 菌 。 
2.2.2LAMP 检测 链球 菌 

LAMP 也 可 以 检测 生 鲜 食品 中 的 食 源 性 致 病菌 。Sakura Arai 等 0 设计 了 一 个 新 的 
LAMP 检测 猪 链球 菌 的 方法 ,命名 为 LAMPss。 其 以 链球 菌 S. suis 的 重组 /修复 蛋白 (recN) 
基因 为 靶 点 ， 设 计 LAMP 引物 组 检测 生猪 肉 中 的 链球 菌 。 可 以 检测 出 S. suis 的 除 20、 
22. 26. 32. 33 和 34 外 的 所 有 血清 型 的 猪 源 链 球菌 ， 检 测 极限 可 达到 5.4 个 CFU/ml. 


实验 结果 表明 ，LAMP 能 成 为 监测 零售 市 场 生 肉 的 有 效 工 具 
2.2.3 LAMP 检测 金黄 色 葡萄 球菌 

金黄 色 葡萄 球菌 是 导致 奶牛 患 乳 房 炎 的 重要 病原 菌 ， 且 受 污 染 的 牛奶 及 奶 制品 中 的 
金黄 色 葡萄 球菌 肠 毒 素 会 引起 食物 中 毒 。 李晓霞 等 09 根 据 金黄 色 葡 萄 球菌 的 耐 热 核 酸 酶 
基因 (nuc) 在 保守 区 域 设 计 LAMP 特异 性 引物 , 检测 原料 乳 的 金黄 色 葡 萄 球菌 ,在 63°C 
恒温 反应 45 分 钟 ， 25 uL 反应 体系 的 灵敏 度 为 110.0 人 名， 低 于 传统 的 PCR 和 
Real-timePCR 检测 方法 , 但 能 够 满足 快速 检测 的 要 求 。 并 且 检 测 限 为 67 CFU/ml, WE 
LAMP 方法 检测 金黄 色 和 葡萄 球菌 具有 良好 的 特异 性 。 因 此 ，LAMP 方法 应 用 于 食品 中 金 
黄色 葡萄 球菌 的 安全 检测 具有 较 好 的 应 用 前 景 ， 有 待 研究 发 展 。 

综 上 所 述 ， 使 用 LAMP 技术 检测 食 源 性 致 病菌 ， 可 以 缩短 检测 时 间 并 提高 灵敏 性 。 
为 食 源 性 致 病菌 的 筛选 带 来 极 大 便利 ,符合 灵敏 度 高 、 操 作 简 便 的 要 求 又 能 够 同时 保证 
检测 的 高 通 量 ， 凸 最 了 LAMP 在 食品 安全 检测 领域 十 分 重要 的 应 用 地 位 。 
2.2 LAMP 食品 质量 安全 检测 

LAMP 技术 也 应 用 于 食品 质量 的 安全 检测 ， 诸 如 食品 摊 伪 问题 和 贩卖 未 标注 转 基 
因 食 品 问题 等 问题 。 
2.2.1LAMP 检测 食品 挫 伪 

食品 掺 伪 即 食品 迭 杂 、 挫 假 和 伪造 的 总 称 。 近 年 来 很 多 关于 食品 掺 伪 的 食品 安全 问 
题 被 报道 ， 例 如 牛 羊肉 挫 假 肉 、 火 锅 调味 加 加 楼 碱 、 假 蜂蜜 等 问题 。 为 保证 食品 质量 安 
全 ， 保 障 消费 者 的 合法 权益 ， 吸 待 建立 一 种 能 快速 准确 鉴别 、 检 测 食 品 摊 伪 的 方法 。 
LAMP 作为 一 种 快速 灵敏 的 检测 手段 , 已 经 被 应 用 于 检测 食品 掺 伪 。Deb 等 (7 创立 了 一 个 
LAMP 快速 检测 体系 ， 可 用 于 检测 山羊 奶 / 肉 样品 摊 假 牛奶 / 肉 ， 基 于 和 牛 的 宿主 基因 设计 
特异 性 LAMP 引物 组 ， 对 样品 进行 检测 。 这 个 测试 可 以 检测 到 混合 比 低 至 5% 的 混合 牛 
山羊 乳 、 肉 样品 。 证 明 LAMP 方法 可 有 效 检测 出 肉 类 摊 假 问题 , 可 对 其 他 肉 类 进行 质 检 ， 
应 用 于 肉 类 市 场 的 检查 和 管理 。 杨 柳 等 08 研 发 出 LAMP 试剂 盒 检 测 调 味 粉 中 的 回 权 碱 ， 
利用 器 栗 碱 的 特异 性 基因 序列 设计 LAMP 试剂 盒 ， 对 8 种 调味 品 进 行 LAMP 检测 ， 结 
果 检 测 最 低 浓度 可 达 70 pg/nL， 敏 感性 高 于 常规 PCR 方法 的 10 fii. 
2.2.2LAMP 检测 转基因 食品 


LH 


mi 


伴随 转基因 技术 的 不 断 成 熟 ， 新 的 转基因 食品 不 断 进入 市 场 ， 并 且 进 出 口 贸易 中 转 
基因 食品 不 断 增 多 。 因 此 的 转基因 食品 的 监管 压力 不 断 增 加 ， 需 要 有 效 监管 转基因 食品 
的 检测 技术 。 目 前, LAMP 已 逐步 应 用 于 转基因 食品 检测 中 。 王 聪 等 9 利用 可 视 化 LAMP 
技术 ， 用 于 筛 查 食 品 和 饲料 中 的 转基因 食品 成 分 ， 根 据 8 个 基因 襄 标 分 别 对 其 设计 引物 
(CaMV35S 启动 子 区 、FMV35S 启动 子 区 、NOS £X1E-F 1K. CrylAc. PAT. BAR, Nptll 
和 CPyepsps) 用 于 转基因 筛 查 , 结果 表明 8 个 靶 标 检测 限 都 可 低 至 10 个 单 倍 体 基 因 组 当 
量 (HGE), 而 常规 PCR 检测 转基因 算 选 检测 限 需要 高 于 20 HGE, 由 此 说 明 开 发 的 LAMP 
检测 方法 更 敏感 ， 非 常 适合 于 样品 中 低 含 量 核酸 的 检测 。LAMP 方法 检测 转基因 食品 比 
PCR 方法 具有 更 高 的 灵敏 度 ， 反 应 用 时 更 短 ， 操 作 更 简单 ， 将 来 有 望 成 为 食品 转基因 检 
测 的 主要 检测 技术 。 

3. LAMP 的 改进 和 优化 

目前 LAMP 已 成 功用 于 食品 安全 的 各 方面 检测 中 。 随 着 技术 的 不 断 发 展 和 革新 , 为 
了 进一步 提高 其 检测 灵敏 度 和 扩大 应 用 范围 ， 需要 LAMP 检测 技术 更 加 完善 。 因此 ， 以 
LAMP 为 基础 的 衍生 技术 不 断 涌现 和 发 展 。 

3.1 多 重 LAMP 

多 重 LAMP 就 是 针对 多 个 病原 体 设计 出 两 套 或 两 套 以 上 的 特异 性 引物 ,反应 时 可 扩 
增 出 多 个 节 基 因 片 段 ， 然 后 根据 检测 区 特异 性 酶 切 位 点 选用 限制 性 内 切 酶 “消化 ”产物 ， 
通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 判 定 存在 某 种 病原 与 否 P020。 此 设计 实现 了 在 一 个 反应 管 中 可 
一 次 性 检测 多 种 病原 ， 节 省 了 反应 的 材料 和 时 间 ， 提 高 了 效率 、 降 低 了 成 本 。 最 近 ， 
Stratakos 等 2 开发 一 种 用 于 检测 牛肉 和 牛 凑 中 的 非 致 病 性 大 肠 杆 菌 和 毒素 大 肠 杆菌 

(VTEC) 的 多 重 LAMP， 试 验 针 对 大 肠 杆 菌 phoA 基因 和 VTEC 菌株 特有 的 stxl. stx2 
基因 设计 了 三 套 引 物 。 结 果 显 示 检 测 限 为 10-10? CFU/g， 且 检测 58 种 细菌 菌株 和 标本 
时 没有 交叉 反应 ， 因 此 可 用 于 监测 牛肉 的 VTEC 污染 情况 。 该 方法 提示 使 用 优化 的 引物 
组 ， 可 完成 LAMP 同时 检测 不 同 基因 ， 进 一 步 为 其 应 用 拓宽 了 领域 。 

3.2 RTF-LAMP 

实时 荧光 环 介 导 等 温 扩 增 技术 (Real-Time Fluorescence LAMP) 是 指 在 反应 管 中 加 

入 一 定 的 荧光 染料 〈 例 如 SYBR Green 1 )， 随 着 扩 增 产物 地 增加 ， 荧 光 信 号 不 断 增强 ， 
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AA Je RI HI SERE SOC I Cd de T OG TOR OD Pr B fL. 2015 年 于 颖 等 23 利 用 
RTF-LAMP 法 检测 牛乳 中 金黄 色 葡萄 球菌 ， 结 果 显示 RTF-LAMP 法 最 低 检 测 限 达 8.0 
CFU/mL， 比 普通 LAMP 法 灵敏 度 高 10 倍 。 而 利用 RTF-LAMP 法 检测 人 工 污染 牛乳 样 
品 时 ， 检 出 下 限 可 达 23 CFU/mL， 可 有 效 地 进行 乳 制 品 安全 监测 。 最 近 赵 彩 红 等 多 研究 
出 检测 食用 植物 油 中 是 否 加 入 地 沟 油 的 RTE-LAMP 检测 法 ， 利 用 动物 线粒体 邯 基 因 设 
iF LAMP 引物 ， 一 次 反应 能 够 同时 扩 增 出 咎 、 羊 、 猪 和 鸡 等 硝 椎 动物 DNA 序列 ， 用 以 
检测 植物 油 中 是 否 有 地 沟 油 ， 同时 利用 LAMP 扩 增 产物 加 入 SYBR Green I. 荧光 染料 ， 
HL SEIT BIE PCR 仪 收集 奖 光 信号 加 以 分 析 ， 可 检 出 植物 油 中 最 低 含 量 为 0.01 ng /pL 
的 动物 源 性 DNA. 
3.3 ”纳米 金 -LAMP 

纳米 金 是 大 小 为 1~100 nm 的 金 粒 子 ， 可 与 DNA 连接 形成 探 针 监控 LAMP 技术 检 
测 产物 的 扩 增 。Seetang-Nun 等 2 和 Suebsing 等 P9 都 利用 了 纳米 金 实 现 了 邯 基 因 特 异性 
的 可 视 化 LAMP 产物 检测 。 他 们 在 LAMP 扩 增 产物 中 加 入 纳米 金 探 针 ， 反 应 无 特异 扩 
增产 物 存在 时 ， 纳 米 金 探 针 保持 游离 状态 。 此 时 加 入 高 浓度 的 镁 离子 将 发 生 盐 离 子 诱导 
的 聚集 ， 使 体系 由 红色 变 成 紫色 或 灰色 ; 反之 纳米 金 探 针 将 被 整合 入 携带 大 量 负 电荷 的 
扩 增 产物 中 ， 由 于 无 盐 诱 导 的 聚集 而 保持 体系 的 红色 。 运 用 此 方法 ，Alejandro 
Garrido-Maestu 552718 S7. LAMP-AuNPs 微 流 控 必 片 系统 来 检测 食品 中 的 沙门 氏 戎 。 用 
DNA 模板 和 LAMP 试剂 配制 反应 体系 ， 反 应 后 与 官能 化 的 纳米 金 粒 子 混 合 ， 用 肉眼 观 
察 结果 ， 阳 性 呈 红 色 而 阴性 呈 紫 色 。 所 得 结果 特异 度 高 ， 准 确 度 可 达 100%。 证 明 纳 米 
金 -LAMP 能 够 进一步 提高 LAMP 检测 的 准确 率 , 并 且 可 视 化 观察 结果 使 操作 更 为 简单 。 
3.4 LAMP-ELISA 

酶 联 免疫 吸附 试验 (ELISA) 是 将 抗原 抗体 免疫 反应 特异 性 和 酶 高 效 催化 作用 结合 
的 应 用 技术 。 而 LAMP-ELISA 是 将 LAMP 和 酶 联 免疫 吸附 试验 “ELISA〉 相 结合 应 用 
的 新 型 技术 ， 通 过 酶 联 免疫 产物 带 来 的 OD 值 变化 反映 目的 基因 的 数量 ， 使 检测 终点 的 
判断 更 精确 。M.R. Romero 等 B39 利用 免疫 磁 珠 分 离 环 介 导 等 温 扩 增 对 17 个 商品 火 鸡 养 
殖 场 样品 进行 检测 ， 结 果 表明 空肠 弯曲 杆菌 高 于 22 基因 组 拷贝 检测 下 限 的 成 功 概率 可 
X 95% 以 上 , 与 标准 微生物 学 长 时 间 的 分 离 鉴 定 规程 相 比 较 ， 这 种 灵敏 度 水 平 足以 满足 
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家 禽 养 殖 场 检测 的 要 求 以 阻止 食 源 性 病原 菌 混 入 食物 链 。Ravan 等 2230 在 检测 D 血清 型 
沙门 氏 菌 的 研究 中 , 将 带 有 地 高 辛 标记 的 LAMP 产物 变性 ,稀释 后 加 入 到 带 有 靶 基因 特 
异性 探 针 的 链 堆 亲 和 素 包 被 的 微量 滴定 板 中 , ACHE ELISA 反应 。 检 测 限 低 至 103 CFU/mL; 
随后 又 尝试 进一步 改进 ， 在 LAMP 引物 中 使 用 了 5* 端 用 生物 素 标 记 的 环 引 物 ， 这 样 探 
针 与 靶 基因 的 结合 就 能 和 扩 增 反应 同时 进行 ， 检 测 限 最 终 可 达到 10 CFU/mL， 比 常规 
PCR 和 通过 浊 度 进行 结果 判断 的 LAMP 灵敏 100 倍 。LAMP-ELISA 对 产物 的 检测 更 精 
准 ， 仪 器 设备 要 求 较 低 ， 并 且 对 试验 操作 人 员 无 健康 损害 ， 属 环境 友好 型 检测 手段 。 
4. LAMP 与 其 他 技术 平台 的 联合 应 用 

大 量 的 基础 研究 工作 体现 了 LAMP 技术 在 食品 安全 监测 方面 的 应 用 价值 ， 近 年 来 ， 
许多 新 型 技术 平台 与 LAMP 技术 的 结合 开发 出 了 上 有 具有 更 高 临床 应 用 价值 的 现场 食品 安 
全 检测 平台 。 
4.1 与 电化 学 检测 技术 联合 

DNA 分 子 具 有 电 活 性 ， 且 电化 学 检测 器 具有 简便 、 灵 敏和 成 本 低 的 特点 ， 因 而 可 
将 LAMP 与 电化 学 检测 技术 结合 起 来 。2017 年 Koji Hashimoto 等 人 BH 开发 出 一 种 新 型 
的 靶 核 酸 序列 检测 系统 , 结合 LAMP 实时 检测 的 电化 学 DNA 芯片 。 在 65'C 下 连续 线性 
扫描 电化 学 DNA 芯片 反应 液 ， 可 定量 检测 到 每 50 pl 样本 103-105 的 核酸 ， 检 测 下 限 约 
为 10 拷贝 。 同 年 ，Kawai K 等 3 也 设计 了 一 种 简单 高 灵敏 度 的 电化 学 DNA 芯片 ， 能 特 
异 检 测 牛 奶 样 品 中 乳腺 炎 病 原 体 ， 利 用 电化 学 活性 剂 Hoechst 33258 染料 和 金 电 极 上 固 
ER DNA 探 针 进行 芯片 检测 。 所 得 结果 和 细菌 分 离 培养 法 的 比较 ，DNA 的 总 阳性 符合 
率 85%， 总 阴性 符合 率 为 86.9%， 而 两 种 方法 结果 不 符合 的 数据 经 分 析 推测 为 分 离 培养 
灵敏 度 较 低 引起 ， 因 此 该 方法 适用 于 快速 和 高 灵敏 检测 乳腺 炎 病 原 体 。 
42 与 芯片 工作 站 联合 

芯片 工作 站 〈Lab-on-a-chip) 是 指 把 生物 和 化 学 等 领域 中 所 涉及 的 样品 制备 、 生 物 
化 学 反应 、 分 离 检 测 等 基本 操作 单位 集成 于 一 块 蕊 片上， 用 以 完成 不 同 的 生物 或 化 学 反 
应 过 程 ， 并 对 其 产物 进行 分 析 的 一 种 技术 BJ。 将 LAMP 与 芯片 进行 结合 ， 一 块 芯片 上 
可 同时 发 生 多 个 LAMP 反应 , 且 芯 片 具有 便携 性 的 特点 ， 能 够 同时 方便 快捷 的 检测 样品 
中 的 多 种 微生物 。 现 阶段 ， 将 LAM 与 芯片 实 验 室 结合 已 有 多 项 研究 报道 。2017 年 
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Dohwan Lee 等 B89 成 功 地 开发 出 一 种 高 灵敏 度 、 快 速 的 LAMP-ICSI 微型 器 件 ， 用 于 检测 
人 体 血 液 和 牛奶 中 的 金黄 色 葡萄 球菌 和 大 肠 杆菌 。 结果 表明 , 直接 的 LAMP 反应 不 受 人 
血 和 牛奶 中 的 一 些 成 分 对 聚合 酶 的 抑制 ， 且 不 需要 DNA 提取 和 纯化 步 又， 非常 适用 于 
食品 安全 的 检测 (图 2)。 


2yL reaction chamber B 
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«^ eo, RTD electrode __ — «outlet 
2 ~ Direct LAMP im 
> 1 EC loading & detection 
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Fig. 2 Microdevices of ring mediated isothermal amplification and colloidal gold 


immunochromatography paper (Dohwan Lee et al.,2016) 


43 与 数字 核酸 扩 增 技术 联合 

数字 微 流 体 (DMF) 是 分 子 诊断 领域 最 新 研究 平台 之 一 ,将 DMF 5 LAMP 结合 起 
来 将 成 为 新 一 代 有 效 分 子 诊断 体系 的 重要 革新 。Gansen 等 653 研 发 出 一 种 样品 自主 数字 
化 蕊 片 ， 其 不 需要 液压 阀 或 机 械 作 用 ， 而 利用 流体 现象 形成 液 滴 。 样 品 在 流体 力 和 表面 
张力 的 共同 作用 下 自发 进入 的 液 滴 ， 简 化 了 芯片 的 构造 。 芯 片上 有 足够 多 的 小 室 ， 可 以 
使 样品 完全 数字 化 。 样 品 自主 数字 化 芯片 和 LAMP 结合 制造 出 的 数字 LAMP 仪 ， 可 以 
在 70min 内 准确 地 进行 DNA 定量 。 在 Beatriz Jorge Coelho 等 人 B9 的 研究 中 整合 了 一 个 
DMF 和 LAMP 的 平台 ， 用 于 扩 增 c-myc 癌 基 因 ， 其 首次 演示 了 联合 DMF f LAMP 的 
作用 , 设计 一 个 可 以 直接 混合 灯 试 剂 和 目标 DNA 专门 的 设备 中 ， 以 及 最 佳 的 温度 控制 。 
在 总 反应 体积 为 1.ShL 时 ，45 min 成 功 地 实现 了 c-myc 基因 片段 的 LAMP 扩 增 。 期 望 在 
不 和 久 的 将 来 ， 结 合 DM 和 LAMP 平台 的 方法 也 可 应 用 于 食品 安全 的 监测 〈 图 3)。 
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LAMP reagents DNA sample 


Reaction reservoir 


图 3 数字 微 交 流 的 环 介 导 等 温 扩 增 B9 
Fig.3 Digital microfluidics with loop-mediated isothermal amplification (Beatriz Jorge Coelho 
et al.,2017) 

s. 结语 

LAMP 是 一 项 具有 突破 性 的 ， 快 速 而 简单 的 核酸 诊断 的 工具 。 与 传统 的 检测 方法 相 
LE, LAMP 工作 引物 针对 靶 基 因 的 6 个 特异 区 域 设 计 ， 有 具有 超 高 的 特异 性 ， 并 且 灵 敏 度 
比 常规 PCR 高 10 到 100 倍 。 其 突出 优势 在 于 检测 所 需 的 时 间 更 短 、 也 不 需要 昂贵 的 PCR 
仪 等 循环 温 控 设备 ， 检 测 结 果 的 可 视 化 ， 肉 眼 可 判读 。 

然而 ，LAMP 技术 也 有 一 些 不 容 忽 视 缺 点 。 由 于 LAMP 技术 反应 体系 的 成 分 较为 
复杂 的 , 且 反 应 的 时 间 、 温度 等 都 会 影响 最 终 的 试验 结果 ,因此 实验 必须 进行 反应 体系 优 
化 ,寻求 最 佳 的 反应 条 件 。 其 超 高 灵敏 度 在 提高 检测 准确 度 的 同时 使 得 反应 过 程 易 受 污 
Be, 产生 汽 溶胶 现象 而 造成 假 阳性 结果 不 易 鉴别 , 对 操作 环境 和 人 员 的 操作 有 一 定 要 求 。 
因此 LAMP 技术 的 的 改进 和 优化 还 需 进 一 步 发 展 , 在 未 来 开发 中 需要 相关 研究 , 如 产物 
修饰 、 产 物 降 解 和 不 开 盖 判读 结果 等 方式 来 控制 假 阳 性 率 ， 以 进一步 提高 检测 准确 1 

当然 除了 操作 简单 和 适应 于 现场 检测 ，LAMP 还 具备 实时 检测 所 需 的 所 有 潜质 ， 特 
别 是 其 高 灵敏 度 和 简便 性 。 在 食品 安全 检测 中 应 用 LAMP 可 以 缩短 检测 时 间 , 简化 检测 
过 程 ， 因 此 非常 具有 研究 和 应 用 价值 。 以 LAMP 为 基础 的 衍生 技术 也 不 断 发 展 起 来 ,使 
LAMP 技术 不 断 的 优化 和 完善 , 例如 多 重 LAMP BOR. LAMP 与 芯片 、 数 字 核 酸 技术 的 
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联合 ,实现 快速 、 特 异 、 灵 敏 、 高 通 量 的 检测 ， 十 分 具有 应 用 前 景 。 在 不 远 的 将 来 ， 
望 LAMP 结合 其 他 新 技术 开发 的 检测 体系 和 设备 ,在 食品 安全 检测 方面 会 有 更 好 的 推广 
和 应 用 。 
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Abstract:Food safety has been the focus of public health throughout the world. Loop-mediated 
isothermal amplification ( LAMP ) technique is a kind of simple and rapid isothermal nucleic acid 
amplification technology with high specificity, and outstanding sensitivity. Recently, LAMP has been 
widely evaluated and applied in the field of nucleic-acid detection. LAMP technology can be applied to 
the food safety detection field, quickly and accurately monitored in a number of food safety problems 
harm to human health. Therefore, the advantages of LAMP technology in food safety detection are 
analyzed and combined with the combination of LAMP technology and new diagnostic technology 
platform. 
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